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Gois PAA. Envolvimento dos receptores purinérgicos periféricos e centrais na
salivacdo basal e induzida por pilocarpina em ratos [Trabalho de Conclusdo de
Curso — Graduacdo em Odontologia]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da
UNESP; 2023.

RESUMO

O trabalho experimental realizado tem como finalidade a investigacao dos efeitos da
injecdo central e periférica de adenosina 5’-trifosfato (ATP) sobre a salivagao,
ingestdo de agua e alteracbes na temperatura corporal induzidas pela pilocarpina
(PILO) também administrada intraperitonealmente. Foram utilizados ratos Holtzman
(300-350g, n=99) e os protocolos experimentais foram aprovados pela Comissédo de
Etica no Uso de Animais — CEUA da Faculdade de Odontologia de Araraquara (Proc.
n° 11/2019). Os resultados mostraram que a injecéo ip de ATP (50 mg/kg, 31,5 £ 6,3
mg/10 min, vs. salina 43,2 £ 8,3 mg/10 min ) e a injecdo icv de ATP na dose (600
nmol/1 pl, 26,7 £ 17,6 mg/10 min, vs. salina 37,8 £ 16,8 mg/10 min) ndo alteraram a
salivacdo basal. As injecdes ip de ATP nas doses de 200 e 400 mg/kg de peso
corporal reduziram a salivacao induzida por PILO (340,7 = 67,9 mg/7 min, vs. salina:
630,4 £ 52,2 mg/7 min) e (85,5 + 63,8 mg/7 min, vs. salina: 540,5 + 44,5 mg/7 min),
respectivamente, porém as injecdes intracerebroventricular (icv) de ATP nas doses
de 100, 200, 600, 900 e 2000 nmol/1 pl ndo alteraram a salivagdo induzida por PILO
(449,9 + 51,9 mg/7 min, vs. salina 464,6 + 82,2 mg/7 min), (267,3 = 68,2 mg/7 min,
vs. salina 274,9 + 53,6 mg/7 min), (420,4 + 95 mg/7 min, vs. salina 432,8 + 64,3 mg/7
min), (527,3 + 82,6 mg/7 min vs. salina 455,5 + 91,3 mg/7 min) e (726,1 + 40,3 mg/7
min vs. salina 634,6 £ 46,9 mg/7 min) respectivamente. Outro grupo de 10 ratos
recebeu injecdo ip de PILO para a inducao de ingestao de agua. Dez minutos antes,
metade do grupo recebeu injecdo ip de ATP (200 mg/kg de peso corporal) ou salina.
Em seguida foi oferecido agua em buretas graduadas. Os resultados mostraram que
as injecdes ip de ATP (200 mg/kg) reduziram a ingestdo de agua induzida por PILO
(salina + PILO: 2,2 + 0,56 ml/15 min, vs. ATP + PILO: 0,16 = 0,14 ml/15 min). Outro
grupo de 8 ratos foram submetidos a uma laparotomia mediana para a colocacéo de
sensores de temperatura corporal na cavidade abdominal. Os resultados mostraram
que as injecbes ip de ATP (200 mg/kg de peso corporal) ndo alteraram a
temperatura corporal (salina + PILO: 0,3 + 0,1 °C/18 min, vs. ATP + PILO: 0,15+ 0,1
mg/18 min). Assim, o0s resultados sugerem que 0S receptores purinérgicos
periféricos, mas nao os centrais, participam da secrecéo salivar induzida por PILO e
que a injecdo periférica de ATP também reduz a ingestdo de agua induzida por
PILO, mas néo altera a temperatura corporal dos ratos.

Palavras — chave: Trifosfato de Adenosina. Receptores purinérgicos. Pilocarpina.



Gois PAA. Involvement of peripheral and central purinergic receptors in basal and
pilocarpine-induced salivation in rats [Trabalho de Conclusdo de Curso — Graduacao
em Odontologia]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2023.

ABSTRACT

The experimental work carried out aims to investigate the effects of central and
peripheral injection of adenosine 5'-triphosphate (ATP) on salivation, water intake
and changes in body temperature induced by pilocarpine (PILO) also administered
intraperitoneally. Holtzman rats (300-350g, n=99) were used and the experimental
protocols were approved by the Ethics Committee on Animal Use - CEUA of the
School of Dentistry of Araraquara (Proc. n° 11/2019). The results showed that the ip
injection of ATP (50 mg/kg, 31.5 + 6.3 mg/10 min, vs. salina 43.2 + 8.3 mg/10 min)
and the atp icv injection at the dose (600 nmol/1 ul, 26.7 £ 17.6 mg/10 min, vs. salina
37.8 + 16.8 mg/10 min) did not alter basal salivation. The ip injections of ATP at
doses of 200 and 400 mg/kg body weight reduced PILO-induced salivation (340.7 +
67.9 mg/7 min, vs. saline: 630.4 + 52.2 mg/7 min) and (85.5 + 63.8 mg/7 min, vs.
saline: 540.5 + 44.5 mg/7 min), respectively, but intracerebroventricular injections
(icv) of ATP at doses of 100, 200, 600, 900 and 2000 nmol/1 pl did not alter PILO-
induced salivation (449.9 £ 51.9 mg/7 min, vs. saline 464.6 + 82.2 mg/7 min), (267.3
+ 68.2 mg/7 min, vs. saline 274.9 £ 53.6 mg/7 min), (420.4 = 95 mg/7 min, vs. saline
432.8 + 64.3 mg/7 min), (527.3 £ 82,6 mg/7 min vs. saline 455.5 + 91.3 mg/7 min)
and (726.1 + 40.3 mg/7 min vs. saline 634.6 + 46.9 mg/7 min) respectively. Another
group of 10 rats received ip injection of PILO for induction of water intake. Ten
minutes earlier, half of the group received ip injection of ATP (200 mg/kg body
weight) or saline. Water was then offered in graduated buras. The results showed
that ip injections of ATP (200 mg/kg) reduced pilo-induced water intake (saline +
PILO: 2.2 £ 0.56 ml/15 min, vs. ATP + PILO: 0.16 + 0.14 ml/15 min). Another group
of 8 rats were submitted to a median laparotomy for the placement of body
temperature sensors in the abdominal cavity. The results showed that the ip
injections of ATP (200 mg/kg body weight) did not alter body temperature (saline +
PILO: 0.3 £ 0.1 °C/18 min, vs. ATP + PILO: 0.15 + 0.1 mg/18 min). Thus, the results
suggest that peripheral purinergic receptors, but not central ones, participate in PILO-
induced salivary secretion and that peripheral ATP injection also reduces PILO-
induced water intake, but does not alter the body temperature of rats.

Keywords: Adenosine Triphosphate. Receptors, purinergic. Pilocarpine.
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1 INTRODUCAO

A salivacdo desempenha importantes funcdes na cavidade oral e sua falta
acarreta diversos tipos de problemas como boca seca, queimaduras e infec¢gbes da
mucosa oral, dificuldade de alimentacéo, desconforto ao falar, aumento do indice de
caries e doencas periodontais’. A correcdo ou reducdo desses problemas com o uso
de substancias que estimulam a secrecdo salivar como a pilocarpina (PILO, agonista
colinérgico muscarinico nédo especifico) tem, portanto, muito interesse clinico?.

O sistema nervoso autbnomo controla a salivagdo. A ativagdo do sistema
nervoso simpatico causa vasoconstricdo nas glandulas, aumento de secrecao pelas
células acinares e contracdo das células mioepiteliais, produzindo pouco volume
salivar, mas com alta quantidade de proteina®3. A ativacdo da inervacdo
parassimpatica por sua vez promove a vasodilatacdo nas glandulas, promovendo
uma secrecao aguosa em grande quantidade e pobre em proteinas pelas células
acinares e contracdo das células mioepiteliais>*. Estudos da década de 80
demonstraram que mesmo apdés o bloqueio simpatico e parassimpatico ha a
continuacdo da salivagdo, demonstrando assim uma inervacdo nao-adrenérgica e
ndo-colinérgica (NANC)®. Estudos realizados por Gallacher® (1982), apontou em
glandulas salivares isoladas que o ATP (adenosina 5’-trifosfato) extracelular
aumenta fluxo salivar, sugerindo o envolvimento da neurotransmissao purinérgica no
controle da salivagéo.

A neurotransmisséo purinérgica, onde o ATP e a adenosina sdo as principais
substancias ativas, foi introduzido por Burnstock’ em 1972. O ATP é uma purina
extracelular envolvida em diversos efeitos bioldgicos atuando nos receptores
chamados purinérgicos®1?2. Os receptores purinérgicos foram primeiramente
divididos bioguimica e farmacologicamente por Burnstock!® (1978) em 2 classes: P1
e P2. De acordo com esta classificagdo os receptores P1 s&o exclusivos para a
adenosina e sdo subdivididos em 4 tipos: Al, A2a, A2b e A3, estando todos
acoplados a proteina G e sdo dependentes de adenilciclase. Aléem disso, eles sdo
antagonizados por metilxantinas e seus derivados. Os receptores P2 sao exclusivos
para o ATP e sdo subdivididos em 2 tipos: P2X e P2Y. Nos mamiferos, os
receptores P2X sao subdivididos em 7 tipos: (P2X1 a P2X7) e sao dependentes de
canais ionicos (ionotropicos, permeaveis aos ions Na+, K+ e Ca2+). Os P2Y séao
subdivididos em 8 tipos: (P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6, P2Y1l, P2Y12, P2Y13 e
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P2Y14), sdo acoplados a proteina G e operam via inositol trifosfato®14. O ATP é o
agonista natural para os receptores P2.

Recentemente varios estudos tém demonstrado que o ATP extracelular,
atuando nos receptors P2, estd envolvido em varios mecanismos centrais de
regulacdo cardiovascular, respiratéria e da temperatura corporalt®>23,
Adicionalmente, existem evidéncias de que o ATP esta envolvido com o0 aumento da
secrecdo salivar em glandulas isoladas®?42%. Por outro lado, trabalhos de Nakamoto
et al.?’ (2009) mostraram que a secrecdo salivar da glandula submandibular induzida
por administracdo de carbacol (agonista colinérgico muscarinico) foi inibida por ATP
na glandula isolada, sugerindo um papel inibitério do ATP sobre a salivacéo induzida
por ativacdo colinérgica. Desta forma, os trabalhos demonstram que o ATP esta
envolvido com o controle da secrecdo salivar, no entanto todos os estudos foram
feitos em glandulas isoladas®24-26,

A pilocarpina (PILO), um agonista colinérgico muscarinico, inicialmente
extraido da planta brasileira Pilocarpus jaborandi, age sobre as glandulas salivares e
sudoriparas, produzindo salivacdo e sudoresel. Embora a PILO possa atuar em
receptores colinérgicos muscarinicos das glandulas salivares, estimulando a
secrecao salivar, estudos do nosso laboratério ttm demonstrado que grande parte
da salivacdo induzida pela injecdo, mesmo periférica, de pilocarpina depende de
mecanismos cerebrais e pode ser inibida pela lesdo de estruturas cerebrais como a
regido anteroventral do terceiro ventriculo (AV3V), area septal (AS) ou hipotalamo
lateral (HL)?8. A injecdo intracerebroventricular (icv) de PILO também produz intensa
salivacdo em ratos, e essa salivacdo também pode ser abolida pela leséo da regiao
AV3V, AS ou HL?%.

Sabendo que a noradrenalina é co-liberada com ATP em muitas sinapses do
sistema nervoso central (SNC) e periférico®2° e que as glandulas salivares possuem
receptores purinérgicos®2426, nossa hipotese é que os receptores purinérgicos
também tenham uma modulacao inibitoria sobre a salivacao induzida por PILO.

Vérios estudos também mostraram que além da salivagdo, a PILO induz
ingestdo de agua3’®? e essa resposta depende da acdo central e periférica da
PILO®3. Assim, um dos objetivos desse trabalho foi investigar se os receptores
purinérgicos (através da injecdo do agonista natural destes receptores, o ATP) estédo
envolvidos nos mecanismos que controlam a ingestdo de agua e temperatura, além

da salivacéo induzida por PILO.
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Outro aspecto que serd explorado em nesse trabalho sé@o as alteracdes na
temperatura corporal induzida por PILO. Nos ratos, um dos principais mecanismos
de perda de calor é o espalhamento de saliva pela superficie corporal®* e a PILO
induz salivacdo nos ratos®?. Estudos da literatura mostraram que injecédo periférica
de cevimelina (agonista colinérgico muscarinico) promove queda na temperatura
corporal, porém a injecdo periférica de PILO nédo alterou a temperatura corporal®.
No entanto, a dose de PILO utilizada (0,4 mg/kg) nos estudos de Omori et al.®®
(2003), foi bem menor que a dose usada em nossos experimentos (1 mg/kg).
Portanto, iremos investigar as alteracdes na temperatura corporal apds a injecao de

PILO e se os receptores purinérgicos estdo envolvidos nesses mecanismos.
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2 PROPOSICAO

Em vista das evidéncias em glandulas salivares isoladas de que os receptores
purinérgicos estdo envolvidos nos mecanismos periféricos do controle da secrecéo
salivar, o presente trabalho tem como objetivo principal investigar se a salivacao
basal e induzida por PILO (injetada intraperitonealmente) poderia ser modificada
pela administracdo central [intracerebroventricular (icv)] elou periférica
[intraperitoneal (ip)] de ATP (agonista natural dos receptores purinérgicos).

Também investigamos se a ingestdo de agua e as alteracdes na temperatura
corporal induzida por PILO (injetada intraperitonealmente) pode ser modificada pela

injecdo periférica [intraperitoneal (ip)] de ATP.
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3 REVISAO DA LITERATURA

A adenosina 5’ -trifosfato (ATP) é bastante conhecida como importante fonte
de energia celular, porém a partir da década de 70’ foi introduzida como
neurotransmissora de diversos processos fisiol6gicos®®. Burnstock’ (1972), introduziu
0 conceito da neurotransmissdo de nervos nao colinérgicos e nao adrenérgica
(NANC), a neurotransmissao purinérgica. Essa neurotransmissao tem o ATP e a
adenosina como principais substancias ativas. O ATP é uma purina extracelular
envolvida em diversos efeitos biolégicos atuando nos receptores chamados
purinérgicos®12. Os receptores purinérgicos foram divididos em 2 classes: P1 e P213,

Os receptores P1 possuem grande afinidade a adenosina, um produto da
degradacdo metabdlica do ATP, e os receptores P2 sdo ligantes a purinas e
pirimidinas'®. Evidéncias de receptores P2 em animais invertebrados apontam que o
ATP é uma molécula de sinalizacdo extracelular primitiva®’. Estudos posteriores
apontam que o ATP pode ser co-liberado juntamente com a neurotransmissao
adrenérgica e colinérgica em nervos periféricos e centrais!®. A co-liberacdo de ATP
em sinapses adrenérgicas e colinérgicas juntamente com a marcacao de receptores
purinérgicos em glandulas salivares e outros érgdos apontam importantes papéis e
interacbes destes receptores com tecidos, funcgdes fisiolégicas e possiveis
regulacdes do sistema nervoso simpatico e parassimpatico.

A xerostomia e a hipossalivacdo sao condi¢cbes fisiopatolégicas que possui
alta prevaléncia na populacédo®. A xerostomia é caracterizada como a sensacdo de
boca seca enquanto a hipossalivacdo é em si a diminuigcdo do fluxo salivar ou da
diminuicdo da qualidade da saliva®. Vérias patologias, medicamentos e condicdes
psicolégicas podem provocar a diminuicdo do fluxo salivar®®. Um dos principais
farmacos utilizados no tratamento da xerostomia, hipossalivagédo e diversas outras
enfermidades é a PILO. A PILO é um alcaloide agonista colinérgico muscarinico
ligante dos receptores M34°. Como qualquer outro farmaco a PILO apresenta efeitos
secundarios e adversos, agindo principalmente na musculatura lisa, nos vasos
sanguineos e em glandulas*!. Quando administrada perifericamente um dos efeitos
secundérios indesejados no tratamento da hipossalivacdo e da xerostomia é a
mudanca na temperatura corporal e aumento na ingestédo de agua®?.

Assim, o principal objetivo deste trabalho € investigar se a salivacéo basal e

induzida por PILO (injetada intraperitonealmente) poderia ser modificada pela
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administrac@o central [intracerebroventricular (icv)] e/ou periférica [intraperitoneal
(ip)] de ATP (agonista natural dos receptores purinérgicos). Também investigamos
se a ingestdo de agua e as alteracBes na temperatura corporal induzida por PILO
(injetada intraperitonealmente) pode ser modificada pela injecdo periférica

[intraperitoneal (ip)] de ATP.
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4 MATERIAL E METODO

Os materiais e métodos foram organizados como descrito abaixo.

4.1 Animais

Foram utilizados ratos Holtzman (n = 99), adultos, com peso entre 300 e 350
gramas, fornecidos pelo biotério do Campus de Araraquara UNESP. Os animais
foram mantidos a uma temperatura controlada (23 + 2°C) e submetidos a um ciclo
claro-escuro de 12:12 h. Os animais tiveram livie acesso a agua e racao. Os
experimentos foram realizados entre as 8:00 e 18:00 h no Laboratério de Fisiologia
do Departamento de Fisiologia e Patologia da Faculdade de Odontologia de
Araraquara (FOAr), UNESP. Os protocolos experimentais aos quais 0Ss animais
foram submetidos foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais —
CEUA da Faculdade de Odontologia de Araraquara da UNESP (Proc. CEUA n°
11/2019).

4.2 Cirurgia estereotaxica para implantes de canulas de aco inoxidavel nos
Ventriculos Laterais (VL)

Para o implante de cénulas cerebrais, os ratos foram anestesiados com
cetamina (80 mg/kg de peso corporal) combinada com xilazina (7 mg/kg de peso
corporal) e adaptados a um aparelho estereotaxico (modelo Kopf 900). Nos pontos
de introducdo da canula de aco inoxidavel foi feita trepanacdo do osso do créanio
com uma broca esférica, abrindo um orificio de aproximadamente 1,5 mm de
didmetro para implante da canula (diametro de 10 x 0.7 mm e comprimento de 10
mm). As coordenadas para o implante da canula no VL foram: AP = 0,3 mm
posterior ao bregma; L = 1,5 mm da sutura sagital e V = 4,0 mm abaixo da superficie
do cranio*®. A canula foi fixada a superficie do cranio por meio de acrilico
autopolimerizavel preso a dois parafusos no cranio. Um mandril foi mantido dentro
da canula para prevenir oclusdo da canula e infec¢do. O procedimento cirirgico ndo
excedeu 40 min. Apdés a cirurgia, os animais foram prontamente tratados com 50.000

Ul de benzil-penicilina (injecéo intramuscular) para prevenir infecgoes.
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4.3 Injecéao cerebral

As injecOes no ventriculo lateral (VL, intracerebroventricular, icv) foram feitas
com uma seringa Hamilton (10 pl) conectada, por meio de um tubo de polietileno (PE
10), a uma canula injetora de acgo inoxidavel com 12 mm de comprimento e 0,3 mm
de didmetro. As drogas foram dissolvidas em salina fisioldgica. O volume injetado no
VL foi de 1 pl.

4.4 Coleta de saliva

Os ratos foram anestesiados com cetamina (80 mg/kg de peso corporal). A
saliva foi coletada e teve seu peso determinado com o auxilio de pequenas bolas de
algodao previamente pesadas e colocadas nas por¢les laterais e dorso-postero-
linguais. A coleta da saliva foi realizada durante 7 minutos, iniciando-se 10 minutos
apos a injecdo de pilocarpina (salivacdo induzida por PILO), ou realizada por 10

minutos, iniciando-se 10 minutos apds a injecao de ATP ou salina (salivacao basal).

4.5 Ingestdo de agua

Nos dias de teste, a racdo foi removida das gaiolas. A ingestdo de agua foi
registrada a cada 15 min durante 2 h, comecando imediatamente apds a inje¢ao i.p.
de pilocarpina (1 mg/kg de peso corporal), utilizando buretas com divisdes de 0,1
mL. ATP ou veiculo (salina) foram injetados ip 15 minutos antes da PILO. No
primeiro teste, metade dos animais receberam solucdo salina + PILO e a outra
metade o ATP + PILO. No teste seguinte, usando oS mesmos animais, 0 mesmo
protocolo foi executado em um design contrabalancado. Ao final dos dois testes,

todos os animais do grupo receberam os dois tratamentos.

4.6 Medidas de temperatura corporal

Um dia antes dos experimentos, sob a anestesia com cloridrato de cetamina
(80 mg/kg) combinada com xilazina (7 mg/kg) ip, foi colocada na cavidade abdominal
dos ratos, através de uma laparotomia mediana, um sensor e registrador de

temperatura corporal integrado (SubCue Data Logger, Calgary, Canada). Os
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sensores foram programados para coletar os dados de temperatura corporal a cada

6 min.

4.7 Solucdes e drogas

O ATP ou seu veiculo (salina) foram injetados centralmente
[intracerebroventricular (icv)] ou perifericamente [intraperitonealmente (ip)]. A PILO
foi injetada perifericamente [intraperitoneal (ip)].

Solucéo salina (NaCl 0,9% - veiculo), injecéo icv;

Cloridrato de pilocarpina (Sigma Chemical, St. Louis, MO, EUA): agonista colinérgico
muscarinico, 1 mg/kg de peso corporal, injecao ip.

Adenosine 5'-triphosphate (ATP, Sigma Chemical, St. Louis, MO, EUA): agonista
natural dos receptores P2 purinérgicos. Foi injetado nas seguintes doses:

Para salivacdo BASAL: 50 mg/kg, injecao ip; 600 nmol/1 pl, injecao icv;

Para salivacao INDUZIDA POR PILOCARPINA: 200 e 400 mg/kg, injecdes ip
100, 200, 600, 900 e 2000 nmol/1 pl, injecdes icv;

Para INGESTAO DE AGUA e MEDIDA DE TEMPERATURA: 200 mg/kg,
injecao ip.

O agonista purinérgicos, ATP foi injetado de forma contrabalanceada, ao
acaso, ou seja, para um mesmo grupo de animais; no primeiro experimento, metade
dos animais receberam injecdo de salina + PILO e a outra metade dos animais
receberam injecdo de ATP + PILO. No experimento seguinte, nosS mesmos animais,

o protocolo foi invertido.

4.8 Histologia

Ao final dos experimentos foi injetado 1 pl de solucéo 2% de azul de Evans
para confirmar o sitio de microinjecdo no VL. Os ratos foram profundamente
anestesiados com tiopental de sédio (60 mg/kg de peso corporal) e submetidos a
uma perfusdo cerebral por meio de injecdo no coracdo (ventriculo esquerdo) de
solucéo salina tamponada (50 ml), seguida de solucéo de formalina 10% (50 ml). Em
seguida, os encéfalos foram retirados e fixados em formalina 10% por 7 dias. Cortes
transversais (50 um de espessura) foram feitos nos pontos de inje¢cdo no VL com

auxilio de um criostato (Leica). Os cortes histologicos, montados em lamina foram
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corados pelo método Giemsa. A andlise microscopica da localizagdo do sitio de
microinjecao foi feita em microscopio éptico. Somente os animais com confirmacgao
histoldgica positiva, ou seja, com microinjecdo correta no VL foram utilizados para a

analise estatistica dos dados.
4.9 Analise estatistica
Os resultados foram tabelados e representados em graficos como média *

erro padrdo da média (EPM). Teste-t de Student foi usado para comparacédo entre as
médias. O indice de significancia foi fixado em p<0,05.
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5 PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS

A organizacao dos protocolos experimentais € descrita abaixo

5.1 Efeito da injecao periférica e central de ATP na salivacéo basal

Para investigar os efeitos da injecdo periférica de ATP na salivagdo basal foi
injetado ATP (50 mg/kg) ou salina (veiculo/controle) perifericamente (injecdo
intraperitoneal, ip) e apds 10 minutos iniciou-se a coleta de saliva, que durou 10
minutos.

Para investigar os efeitos da injecdo central de ATP na salivacdo basal foi
injetado ATP 600 nmol/1 ul ou salina (veiculo/controle) centralmente (injecdo no VL
ou intracerebroventricular, icv) e apos 10 minutos iniciou-se a coleta de saliva, que

durou 10 minutos.

5.2 Efeito da injecdo periférica e central de ATP na salivagdo induzida por
pilocarpina

Para investigar os efeitos da injecdo periférica de ATP na salivacdo induzida
por PILO, foi injetado ATP (200 e 400 mg/kg) ou salina (veiculo/controle)
perifericamente (injecdo intraperitoneal, ip) e apds 10 minutos foi injetado pilocarpina
(1 mg/kg, ip). A coleta de saliva iniciou-se 10 minutos apés a injecdo de PILO e foi
realizada durante 7 minutos.

Para investigar os efeitos da injecao central de ATP na salivagao induzida por
PILO, foi injetado ATP (100, 200, 600, 900 e 2000 nmol/l1 pl) ou salina
(veiculo/controle) centralmente (injecdo no VL ou intracerebroventricular, icv) e apos
10 minutos foi injetado PILO (1 mg/kg, ip). A coleta de saliva iniciou-se 10 minutos

apos a injecdo de PILO e foi realizada durante 7 minutos.

5.3 Efeitos da injecéo periférica de ATP na ingestdo de agua induzida por
pilocarpinaip

Para investigar os efeitos periféricos do ATP na ingestao de agua induzida por
PILO, foi injetado ATP (200 mg/kg) ou salina (veiculo/controle) intraperitonealmente
e apo6s 10 minutos foi injetado PILO (1 mg/kg, ip). A ingestédo de agua foi registrada a
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cada 15 minutos durante 1 hora, comecando imediatamente apés a injecéo ip de
PILO.

5.4 Efeitos da injecdo periférica de ATP nas alteracdes de temperatura corporal
induzida por pilocarpinaip
Para investigar os efeitos periféricos do ATP nas alteragbes de temperatura
corporal induzida por PILO, foi injetado ATP (200 mg/kg) ou salina (veiculo/controle)
intraperitonealmente e apdés 10 minutos foi injetado PILO (1 mg/kg, ip). A
temperatura corporal foi registrada a cada 6 min, num periodo de 1 hora apo6s as

injecoes.
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6 RESULTADOS
Os resultados estdo demonstrados abaixo.

6.1 Efeito da injecéo periférica e central de ATP na salivagao basal

A injecdo ip de ATP na dose de 50 mg/kg néo alterou a salivacédo basal (31,5
+ 6,3 mg/10 min, vs. salina: 43,2 £ 8,3 mg/10 min, figura 1).

A injecdo icv de ATP na dose de 600 nmol/1 pl também n&o alterou salivacao
basal (26,7 + 17,6 mg/10 min, vs. salina: 37,8 + 16,8 mg/10 min, figura 2).

Figura 01 - Secrecéo salivar basal. ATP 50mg/kg, ip
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Secrecgdo salivar basal (mg/10 min) em ratos que receberam injecdo periférica
(intraperitoneal, ip) de salina ou ATP (50 mg/kg). Resultados sdo expressos como
média + EPM. n = niUmero de animais.

Fonte: Elaboracao prépria.
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Figura 02 - Secrecao salivar basal. ATP 600 nmol/1 pl, icv
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Secrecdo salivar basal (mg/10 min) em ratos que receberam inje¢do central
[intracerebroventricular (icv)] de salina ou ATP (600 nmol/1 pl). Resultados s&o expressos
como média £ EPM. n = nimero de animais.

Fonte: Elaboracgéo prépria

6.2 Efeito da injecdo periférica e central de ATP na salivacdo induzida por
pilocarpina

As injecOes ip de ATP nas doses de 200 e 400 mg/kg reduziram a salivagéo
induzida por PILO (340,7 £ 67,9 mg/7 min, vs. salina: 630,4 £ 52,2 mg/7 min, figura
3) e (855 + 63,8 mg/7 min, vs. salina: 540,5 + 44,5 mg/7 min, figura 4),
respectivamente. Entretanto, as injecdes centrais (icv) de ATP nas doses de 100,
200, 600, 900 e 2000 nmol/1 pl ndo alteraram a salivacao induzida por PILO (449,9 £
51,9 mg/7 min, vs. salina: 464,6 £ 82,2 mg/7 min, figura 5), (267,3 + 68,2 mg/7 min,
vs. salina: 274,9 + 53,6 mg/7 min, figura 6), (420,4 £ 95 mg/7 min, vs. salina: 432,8 +
64,3 mg/7 min, figura 7), (527,3 £ 82,6 mg/7 min, vs. salina: 455,5 + 91,3 mg/7 min,
figura 8) e (726,1 + 40,3 mg/7 min, vs. salina: 634,6 £ 46,9 mg/7 min, figura 9),

respectivamente.
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A figura 10 apresenta uma fotomicrografia de um corte transversal do
encéfalo de um rato representativo dos grupos que receberam injecdo icv,

mostrando (seta) o local de injecédo no ventriculo lateral (VL).

Figura 03 - Secrecao salivar induzida por PILO. ATP 200mg/kg, ip

El salinaip + pilocarpinaip
[ ATP 200 mg/kg ip + pilocarpinaip
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Secrecao salivar induzida por PILO (mg/7 min)

Secrec¢do salivar (mg/7 min) induzida por injecédo intraperitoneal de PILO (1mg/Kg) em ratos
que receberam injecao periférica (ip) de salina ou ATP (200 mg/kg). Resultados sé&o
expressos como média + EPM. n = nimero de animais. * p < 0,05.

Fonte: Elaboragéo prépria.
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Figura 04 - Secrecao salivar induzida por PILO. ATP 400mg/kg, ip
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Secrecdo salivar (mg/7 min) induzida por injecdo intraperitoneal de PILO (1mg/Kg) em ratos
que receberam injecdo periférica (ip) de salina ou ATP (400 mg/kg). Resultados sé&o
expressos como média + EPM. n = nimero de animais. * p < 0,05.

Fonte: Elaboracao prépria.
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Figura 05 - Secrecao salivar induzida por PILO. ATP 100nmol/ 1 pl, icv

n=7 I salina icv + pilocarpina ip
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Secrecao salivar (mg/7 min) induzida por injecéo intraperitoneal (ip) de PILO (1 mg/Kg) em
ratos que receberam injecao intracerebroventricular (icv) de salina ou ATP (100 nmol/uL).
Resultados sdo expressos como média + EPM. n = nUmero de animais.

Fonte: Elaboracao prépria.
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Figura 06 - Secrecéo salivar induzida por PILO. ATP 200nmol/ 1 pl, icv

Il salina icv + pilocarpina ip
/1] ATP 200 nmol/ul icv + pilocarpina ip
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Secrecao salivar (mg/7 min) induzida por inje¢ao intraperitoneal (ip) de PILO (1 mg/Kg) em
ratos que receberam injegéo intracerebroventricular (icv) de salina ou ATP (200 nmol/uL).
Resultados sdo expressos como média + EPM. n = nimero de animais.

Fonte: Elaboracao prépria.
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Figura 07 - Secrecao salivar induzida por PILO. ATP 600nmol/ 1 pl, icv
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Secrecao salivar (mg/7 min) induzida por injecéao intraperitoneal (ip) de PILO (1 mg/Kg) em
ratos que receberam injegéo intracerebroventricular (icv) de salina ou ATP (600 nmol/uL).
Resultados sdo expressos como média + EPM. n = niUmero de animais.

Fonte: Elaboracao prépria.
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Figura 08 - Secrecao salivar induzida por PILO. ATP 900nmol/ 1 pl, icv

— 1000 - I salina icv + pilocarpina ip
E n=10 1 ATP 900 nmol/ul icv + pilocarpina ip
~ 900 -

=]

£ 800

O -
= 700

o

S 600 -

o

o

9 500 -

™~

B

k= 400

s

s 300 -

©

» 200

o

pi

o 100

o

o 0-

Secrecao salivar (mg/7 min) induzida por injecéo intraperitoneal (ip) de PILO (1 mg/Kg) em
ratos que receberam injecao intracerebroventricular (icv) de salina ou ATP (900 nmol/uL).
Resultados sdo expressos como média + EPM. n = nUmero de animais.

Fonte: Elaboragé&o prépria.
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Figura 09 - Secrecao salivar induzida por PILO. ATP 2000nmol/ 1 pl, icv

= B salina icv + pilocarpina ip
g 1000 4 =1 ATP 2000 nmol/ul icv + pilocarpina ip
5 900 -
E

o 800
=

o 700 4
-

a

2 600
o

N 500 -
=

£ 400 -
e

S

= 300 4
3+

w

9o 200
o

2 1001
@

W 0 -

Secrecao salivar (mg/7 min) induzida por injecéo intraperitoneal (ip) de PILO (1 mg/Kg) em
ratos que receberam injecao intracerebroventricular (icv) de salina ou ATP (2000 nmol/uL).
Resultados sao expressos como média + EPM. n = nUmero de animais.

Fonte: Elaboracao prépria.
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Figura 10 - Fotomicrografia mostrando o sitio de inje¢cdo no ventriculo lateral (VL, seta)

CA, comissura anterior.

Fonte: Arquivo pessoal do autor.

6.3 Efeitos da injecdo periférica de ATP na ingestdo de agua induzida por
pilocarpinaip

A injecao periférica ou intraperitoneal (ip) de ATP na dose de 200 mg/kg
reduziu a ingestao de agua induzida por PILO (salina + PILO: 2,2 + 0,56 ml/15 min,
vs. ATP + PILO: 0,16 £+ 0,14 ml/15 min, figura 11).
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Figura 11 — Ingestao cumulativa de agua induzida por PILO. ATP 200mg/kg, ip
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Ingestdo cumulativa de &agua induzida por injecdo ip de PILO (1mg/kg) em ratos que
receberam injecéo ip de salina ou ATP (200 mg/kg). Os resultados sdo apresentados como
média =+ EPM, n, nimero de animais.* p < 0,05.

Fonte: Elaboragéo prépria.

6.4 Efeitos da injecao periférica de ATP nas altera¢cdes de temperatura corporal
induzida por pilocarpinaip

A injecao periférica ou intraperitoneal (ip) de ATP na dose de 200 mg/kg e a
injecdo ip de PILO 1 mg/kg n&o alteraram a temperatura corporal (salina + PILO: 0,3
+ 0,1 °C/18 min, vs. ATP + PILO: 0,15 + 0,1 mg/18 min, figura 12).
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Figura 12 — Alteracfes da temperatura corporal induzida por PILO. ATP 200mg/kg, ip
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Variagdo temperatura corporal (°C/6 min) em ratos que receberam inje¢cdo ip de PILO (1
mg/kg) e injecdo ip de salina ou ATP (200 mg/kg). Os resultados sao apresentados como
média = EPM, n, nUmero de animais.

Fonte: Elaboracao prépria.
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7 DISCUSSAO

Os resultados mostram que as injecdes periféricas (ip) de ATP reduziram a
ingestdo de agua, salivacdo basal e a salivacdo induzida por pilocarpina enquanto
as injecOes icv de ATP nao alteraram esta salivagdo. A administracao periférica de
ATP néo influenciou mudancas na temperatura corporal. Assim, os resultados
sugerem que 0s receptores purinérgicos periféricos (possivelmente presentes nas
glandulas salivares), mas ndo os centrais, participam da ingestdo de agua e da
secrecgdao salivar basal e induzida por pilocarpina.

Nossos resultados sdo inéditos em demonstrar o envolvimento da
neurotransmissao purinérgica na salivacao basal e induzida por PILO de animais
intactos (inteiros) e também na ingestdo de agua induzida por PILO. No entanto,
mais experimentos com outras doses de ATP e ingestdo de agua serao necessarios
para elucidar os mecanismos envolvidos neste processo, como por exemplo, se o
ATP € co-liberado com outros neurotransmissores como a noradrenalina durante a
secrecdo salivar e ingestdo de agua induzida por PILO.

Gallacher® (1982) demonstrou pela primeira vez que glandulas salivares de
camundongos apresentam receptores purinérgicos P2 e que o ATP extracelular esta
envolvido em processos secretdrios nas células acinares e ductais. A ativacdo de
receptores purinérgicos parece estimular a secre¢éo salivar protéica®2°, porém todos
os estudos foram feitos em glandulas isoladas®24-26,

Com relacdo a salivacdo induzida por PILO, um agonista colinérgico
muscarinico que age sobre as glandulas salivares produzindo salivacdo?, estudos
mais recentes de nosso laboratério tém demostrado que grande parte da salivagéo
induzida pela injecdo periférica de pilocarpina depende de mecanismos cerebrais e
pode ser inibida pela lesdo de estruturas cerebrais como a regido anteroventral do
terceiro ventriculo (AV3V), area septal (AS) ou hipotalamo lateral (HL)?8. A injecdo
icv de pilocarpina também produz intensa salivacdo em ratos, e essa salivagédo
também pode ser abolida pela lesédo da regido AV3V, AS ou HL?8. Adicionalmente,
outros estudos de nosso laboratério mostraram que agonistas adrenérgicos como a
noradrenalina e moxonidina (agonista de receptores adrenérgicos alfa2 e
imidazélicos) injetadas centralmente ou perifericamente tém um papel inibitério na

salivacdo induzida pela pilocarpina injetada intraperitonealmente (ip)%#4532:46:47
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sugerindo uma participacdo de receptores adrenérgicos centrais na inibicdo da
secrecéao salivar.

Os resultados deste estudo demostraram que a injecao periférica (ip) de ATP
na dose de 50 mg/kg de ATP reduziu a salivacdo basal e injecédo periférica (ip) de
ATP nas doses de 200 e 400 mg/kg reduziram a salivagdo induzida por PILO (1
mg/kg, ip). Porém, as inje¢des icv de ATP ndo alteraram a salivacéo basal e induzida
por PILO. Também verificamos que a injecdo ip de ATP na dose de 200 mg/kg
reduziu a ingestdo de agua induzida por PILO, mas nado alterou a temperatura
corporal. O conjunto destes resultados sugere que a salivacdo e ingestdo de agua
induzidas por PILO depende da ativacdo de receptores purinérgicos periféricos.
Estes resultados estdo de acordo com os achados de Nakamoto et al.?” (2009), que
demonstraram que a secrecdo salivar da glandula submandibular induzida por
administracéo de carbacol (agonista colinérgico muscarinico) foi inibida por ATP na
glandula isolada, sugerindo um papel inibitério do ATP sobre a salivacdo induzida
por ativacao colinérgica.

Em resumo, os resultados obtidos em animais inteiros e intactos mostram que
0S receptores purinérgicos periféricos, mas ndo os centrais, estdo envolvidos nos

mecanismos do controle da secrec¢do salivar e ingestao de agua induzida por PILO.
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8 CONCLUSAO

Os resultados mostram que a injecéo periférica de ATP reduziu a salivacéo e
a ingestao de 4gua induzida por PILO ip, porém, a injecao periférica de ATP e PILO

nao alteraram a temperatura corporal de ratos.
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